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Verfahren z„m Tdentifizieren von fnn^id wirksjuneg Verbi ndungen gnf 
Mevalonat Kinasen aus Pilzen 

Die Erfindong berieht sich auf eta Verfah™ zum Menuf™ von Fungiziden, die Verwendong 
von Mevalonate Kinase sum Meniere,, von Fungiziden, nnd die Verwendung von Inhibitoren 
5 der Mevalonate Kinase als Fungizide. 

Unerwtinschtes Pilzwachstum, das in der Landwirtschaft jedes Jahr zu betrachtlichen Schaden 
fUhrt, kann durch die Verwendung von Fungiziden kontrolliert werden. Die Ansprtiche an Fungi- 
zide sind dabei hinsichtlich ihrer Wirksamkeit, Kosten und vor alien, ihrer Umweltvertraglichkeit 
stetxg angestiegen. Es existiert deshalb ein Bedarf an neuen Substanzen bzw. Substanzklassen die 
zu. le t stungsfahigen und umweltvertraglichen neuen Fungiziden entwickelt werden kSnnen *n 
Allgemeinen ist es ttblich, in Gewachshaustests nach solchen neuen Leitstrukturen zu suchen Sol- 
che Tests smd jedoch arbeitsintensiv und teuer. Die Anzahl der Substanzen, die im Gewachshaus 
getestet werden k5nnen, ist entsprechend begrenzt. Fine Alternative zu solchen Tests ist die Ver- 
wendung von sogenannten Hochdurchsatzverfahren (HTS = high throughput screening) Dabei 
werden in einem automation Verfahren eine grofie Anzahl von Einzelsubstanzen hinsichtlich 
mrer Wirkung auf Zellen, individuelle Genprodukte oder Gene getestet. Wird fur besthnmte Sub- 
stanzen eine Wirkung nachgewiesen, so konnen diese in herkOmmlichen Screeningverfahren unter- 
sucht und gegebenenfalls weiter entwickelt werden. 

Vorteilhafte neue Angriffspunkte fur Fungizide, die dann in den genannten HTS-Verfahren genutzt 
werden konnen, werden oft in essentiellen Biosynthesewegen gesucht. Ideale Fungizide sind 
weiterhin solche Stoffe, die Genprodukte hemmen, die eine entscheidende Bedeutung bei der Aus- 
pragung der Pathogenitat eines Pilzes haben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, einen geeigneten neuen Angriffspunkt fUr 
potentielle fungizide Wirkstoffe zu identifizieren und zuganglich zu machen, und darauf basierend 
em Verfahren zur Verfugung zu stellen, das die Identifxzierung von Modulatoren dieses Angriffs- 
punkt, vorzugsweise in einem Hochdurchsatzverfahren ermoglicht, urn damit die Identiftzierung 
neuer Fungizide zu ermoglichen. 
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Abbildune 1: 
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Schematische Darstelhme der von de r Mevalonat Kinase katelvs ierten Reak- 
tiojL Die Mevalonat Kinase katalysiert die Reaktion von (R)-Mevalonat und 
Adenosintriphosphat zu (R)-5-Phosphomevalonat und Adenosindiphosphat. 

Homologie zwischen Mevalonat Kinasen aus verschiedenen Pilzen. (1) Saccha- 
romycs cerevisiae, (2) Schizosaccharomyces pombe, (3) Ustilago maydis, (4) 
Nevrospora crassa, (5) Magnaporthe grisea. Rahmen geben Bereiche rait einer 
genau ubereinstimmenden Sequenz wieder (Konsensussequenz). 

SDS-Gel zur Darstellung des Verlaufc de r heterology E xpression Her M™»)n. 
nat Kinase in E. coli BL21 ( DF,3 ) . Das uberexprimierte GST-Fusionsprotein hat 
eine GroBe von 74,5 kDa. In den Spuren M wurden GroBenstandards aufgetra- 
gen. Spur 1: Pelletfraktion; Spur 2: Cytoplasmafraktion der iiberexprimierten 
Mevalonat Kinase (3 Stunden nach Induktion mit lOOmM IPTG bei 30°C); 
Spur 3: Waschfraktion nach dem Auftragen der Cytoplasmafraktion auf die 
Glutathion-Sepharose Saule; Spur 4: Elutionsfraktion mit angereinigter Meva- 
lonat Kinase. 

Kinetik der Umsetzung von Mevalon a t und Adenosintrip hospha t bei unter- 
schiedlichen Konzentrationen der Mevalo n at Kinase im A.^ay In einem Assay- 
volumen von 50 M l wurden 300 uM Adenosintriphosphat, 500 ^M Mevalonat, 
300 uM NADH, 400nM Phosphoenolpyruvat, 0,2 U Pyruvat Kinase und 0,4 U 
Laktat Dehydrogenase sowie unterschiedliche Mengen an Mevalonat Kinase 
eingesetzt. Die verwendeten Proteinkonzentrationen der Mevalonat Kinase sind 
der Abbildung zu entnehmen. Die Umsetzung des Mevalonat wurde anhand der 
gekoppelten Reaktion mit Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase verfolgt. 
Dabei wird die Umsetzung des ATP mittels Mevalonat durch die gekoppelte 
Absorptionsabnahme bei 340 nm (Abnahme des NADH in gekoppelter Reak- 
tion) verfolgt. 

Nukleinsauresequenz kodierend fur die Mevalonat Kinase aus Ustilago maydis. 
Die angegebene Sequenz entspricht der genomischen DNA. 



3 0 SEQ ro NO: 2 Aminosauresequenz der Mevalonat Kinase aus Ustilago maydis. 
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Unter dem Begriff "Homologie" bzw. "Identity soil die Anzahl der Uberemstimmenden Aznino- 
sauren (Identitat) mit anderen Proteinen, ausgedriickt in Prozent verstanden werden. Bevorzugt 
wird die Identitat durch Vergleiche einer gegebenen Sequenz zu anderen Proteinen mit Hilfe von 
Computerprogrammen ennittelt. Weisen Sequenzen, die miteinander verglichen werden, unter- 
schiedliche Langen auf, ist die Identitat so zu ermitteln, dass die Anzahl an Aminosauren, welche 
d!e kurzere Sequenz mit der langeren Sequenz gemeinsam hat, den prozentualen Anteil der Iden- 
titat bestimmt. Die Identitat kann standardmafiig mittels bekannten und der Offentlichkeit zur Ver- 
fllgung stehenden Computerprogrammen wie z.B. ClustalW (Thompson et al., Nucleic Acids 
Research 22 (1994), 4673-4680) ermittelt werden. ClustalW wird z.B. Sffentich zur VerfUgung 
gestellt von Julie Thompson (Thompson@EMBL-Heidelberg.DE) und Toby Gibson (Gibson®- 
EMBL-Heidelberg.DE), European Molecular Biology Laboratory, Meyerhofstrasse 1, D 69117 
Heidelberg, Germany. ClustalW kann ebenfalls von verschiedenen Intemetseiten, u.a. beim 
IGBMC (Institut de Genetique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, B.P.163, 67404 Illkirch 
Cedex, France; ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/) und beim EBI (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/) 
sowie bei alien gespiegelten Internetseiten des EBI (European Bioinformatics Institute, Wellcome 
Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SD, UK), heruntergeladen werden. Wenn das 
ClustalW Computerprogramm der Version 1.8 benutzt wird, urn die Identitat zwischen z.B. einem 
gegebenen Referenzprotein und anderen Proteinen zu bestimmen, sind folgende Parameter einzu- 
stellen: KTUPLE=1, TOPDIAG=5, WINDOW=5, PAIRGAP=3, GAPOPEN=10, GAPEX- 
TEND=0.05, GAPDIST=8, MAXDIV-40, MATRTX=GONNET, ENDGAPS(OFF), NOPGAP 
NOHGAP. Fine MSglichkeit zum Auffinden von ahnlichen Sequenzen ist die Durchflihrung von 
Sequenzdatenbankrecherchen. Hierbei wird eine oder werden mehrere Sequenzen als sogenannte 
Abfrage ("query") vorgegeben. Diese Abfragesequenz wird dann mittels statistischen Computer- 
programmen mit Sequenzen, die in den ausgewahlten Datenbanken enthalten sind, verglichen. 
Solche Datenbankabfragen ("blast searches") sind dem Fachmann bekannt und konnen bei 
verschiedenen Anbietern durchgefuhrt werden. Wird eine solche Datenbankabfrage z.B. beim 
NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm J1 ih.gov/) durchge- 
fuhrt, so sollen die Standardeinstellungen, die fur die jeweilige Vergleichsanfrage vorgegeben 
sind, benutzt werden. Fiir Proteinsequenzvergleiche ("blastp") sind dieses folgende Einstellungen: 
Limit entrez = nicht aktiviert; Filter = low complexity aktiviert; Expect value = 10; word size = 3- 
Matrix = BLOSUM62; Gap costs: Existence = 11, Extension = 1. Als Ergebnis einer solchen 
Abfrage werden neben anderen Parametern auch der Anteil an Identitat zwischen der Abfrage- 
sequenz und den in den Datenbanken aufgefundenen ahnlichen Sequenzen dargestellt. Unter einem ' 
erfindungsgemalien Protein sollen daher im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung solche 
Proteine verstanden werden, die bei der Verwendung mindestens einer der vorstehend beschrie- 
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benen Methoden zur Identitatsbestimmung eine Identitfit von mindestens 50 % aufweisen, bevor- 
zugt von mindestens 60 %, besonders bevorzugt von mindestens 70 %, weiter bevorzugt von min- 
destens 80 %, und insbesondere von mindestens 90 %. 

Der Ausdruck "vollstandige Mevalonat Kinase" wie er hierin verwendet wird, beschreibt eine 
Mevalonat Kinase, die von einer vollstandigen kodierenden Region einer Transkriptionseinheit 
kodiert wird, umfassend das ATG-Startcodon und alle informationstragenden Exonbereiche des im 
Herkunftsorganismus vorliegenden, fur Mevalonat Kinase kodierenden Gens, sowie die fur eine 
korrekte Termination der Transkription notigen Signale. 

Der Ausdruck "enzymatische Aktivitat einer Mevalonat Kinase" wie er hierin verwendet wird, 
bezieht sich auf die Fahigkeit eines Polypeptide die vorstehend beschriebene Reaktion, d.h. die 
Umsetzung von Mevalonat und Adenosintriphosphat zu Phosphomevalonat und Adenosin- 
diphosphat zu katalysieren. Die beschriebene Reaktion stellt dabei die vorrangig vom Polypeptid 
katalysierte Reaktion dar. Polypeptide, die die beschriebene Reaktion nur unter bestimmten, nicht 
natiirlichen Bedingungen katalysieren kSnnen, oder dazu im Vergleich zur vorrangig von ihnen 
katalysierten Reaktion nur in sehr geringem Ausmafl in der Lage sind, werden nicht umfasst. 

Der Ausdruck "aktives Fragment" wie er hierin verwendet wird, beschreibt nicht mehr vollstandige 
Nukleinsauren kodierend fur Mevalonat Kinase, die aber noch fur Polypeptide mit der enzyma- 
tischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase kodieren, und die eine fur die Mevalonat Kinase charak- 
teristische Reaktion wie vome beschrieben katalysieren konnen. Solche Fragmente sind ktirzer als 
die oben beschriebenen vollstandigen, fur die Mevalonat Kinase kodierenden Nukleinsauren. 
Dabei kQnnen sowohl an den 3'- und/oder 5'-Enden der Sequenz Nukleinsauren entfernt worden 
sein, es kSnnen aber auch Teile der Sequenz deletiert, d.h. entfernt worden sein, die die biolo- 
gische Aktivitat der Mevalonat Kinase nicht entscheidend beeintrachtigen. Eine geringere oder 
gegebenenfalls auch eine erhohte Aktivitat, die aber noch die Charakterisierung bzw. Verwendung 
des resultierenden Mevalonat Kinase Fragments gestattet, wird dabei als ausreichend im Sinne des 
hier verwendeten Ausdrucks verstanden. Der Ausdruck "aktives Fragment" kann sich ebenso auf 
die Aminosauresequenz der Mevalonat Kinase beziehen und gilt dann analog den obigen AusfUh- 
rungen fur solche Polypeptide, die im Vergleich zur oben definierten vollstandigen Sequenz 
bestimmte Teile nicht mehr enthalten, wobei die enzymatische Aktivitat des Enzyms jedoch nicht 
entscheidend beeintrachtigt ist. Die Fragmente kdnnen dabei verschiedene Langen besitzen. 

Der Begriff "Mevalonat Kinase Hemmtest" oder "Hemmtest", wie er hierin verwendet wird, 
bezieht sich auf ein Verfahren bzw. einen Test, der es gestattet, die Inhibition der enzymatischen - 
Aktivitat eines Polypeptids mit der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase durcK eine 
oder mehrere chemische Verbindungen (Kandidatenverbindung(en)) zu erkennen, wodurch die 
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chemische Verbindung als Inhibitor der Mevalonat Kinase bzw. als Fungizid identifiziert werden 
kann. 

Der Ausdruck "Gen", wie er hierin verwendet wird, ist die Bezeichnung fur einen Abschnitt aus 
dem Genom einer Zelle, der fur die Synthese einer Polypeptid-Kette verantwortlich ist. 

5 Der Ausdruck "Fungizid" bzw. "fungizid" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf 
chemische Verbindungen, die zur Bekampfung von Pilzen, insbesondere von pflanzenpathogenen 
Pilzen geeignet sind. Solche pflanzenpathogene Pilze werden nachfolgend genannt, wobei die Auf- 
zahlung nicht abschlieBend ist: 

Plasmodiophoromycetes, Oomycetes, Chytridiomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomy- 
10 cetes und Deuteromycetes, z.B. 

Pythium-Arten, wie beispielsweise Pythiwn ultimum, Phytophthora-Arten, wie beispielsweise Phy- 
tophthora infestans, Pseudoperonospora-Arten, wie beispielsweise Psevdoperonospora humuli oder 
Pseudoperonospora cubensis, Plasmopara-Arten, wie beispielsweise Plasmopara viticola, Bremia- 
Arten, wie beispielsweise Bremia lactucae, Peronospora-Arten, wie beispielsweise Peronospora pisi 
Oder P. brassicae, Erysiphe-Arten, wie beispielsweise Erysiphe graminis, Sphaerotfaeca-Arten, wie 
beispielsweise Sphaerotheca juliginea, Podosphaera-Arten, wie beispielsweise Podosphaera leuco- 
tricha, Venturia-Arten, wie beispielsweise Venturia inaequalis, Pyrenophora-Arten, wie beispiels- 
weise Pyrenophora teres oder P. graminea (Konidienform: Drechslera, Syn: Helminthosporium), 
Cochliobolus-Arten, wie beispielsweise Cochliobolus sativus (Konidienform: Drechslera, Syn: 
Helminthosporium), Uromyces-Arten, wie beispielsweise Uromyces appendicular, Puccinia-Arten, 
wie beispielsweise Puccinia recondita, ■ Sclerotinia-Arten, wie beispielsweise Sclerotinia. 
sclerotiorum, TiUetia-Arten, wie beispielsweise Tilletia caries; Ustilago-Arten, wie beispielsweise 
Ustilago nuda oder Ustilago avenae, PeUicularia-Arten, wie beispielsweise Pellicidaria sasakii, 
Pyricularia-Arten, wie beispielsweise Pyricidaria oryzae, Fusarium-Arten, wie beispielsweise 
25 Fusarium cidmorwn, Botrytis-Arten, Septoria-Arten, wie beispielsweise Septoria nodorum, 
Leptosphaeria-Arten, wie beispielsweise Leptosphaeria nodorum, Cercospora-Arten, wie beispiels- 
weise Cercospora canescens, Altemaria-Arten, wie beispielsweise Alternaria brassicae oder 
Pseudocercosporella-Arten, wie beispielsweise Pseudocercosporella herpotrichoides. 

Von besonderem Interesse sind z.B. auch Magnaporthe grisea, Cochliobulus heterostrophus, 
3 0 Nectria hematococcus und Phytophtora species. 

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe der erfindungsgemaBen Mevalonat Kinase gefunden werden, ' 
kdnnen aber auch mit Mevalonat Kinasen aus humanpathogenen Pilzspezies interagieren, wobei 
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«. IMta mi , den unterechiedlichen „ ^ KIzra vorkommmdM MevaloMt 
nicht immer gleich stark sein muss. 

Gegenaand der vorliegenden ^ ^ ^ ^ ^ 
Anbrnvkotika, d . h . von fc ^ ^ ^ ^ ^ 

d.e zun, fa* von MUM. zur Behandlung von durch human- ode, tierparhogene Pilze her- 
vorgerufenen Erkrankungen verwendet werden kdnnen. 

Dabei sind die foigenden huroanpathogenen Piize von besonde™ Interne, die un,er anderem die 
nachfolgend genannten Krankheitebilder hervorrufen kdnnen: 

Dennatophvten, wie zB. Triehophyion spec, Miorosponun spec., BpUern.opHy.onfloccosun Oder 
Keratomyces alelloi, die z.B. FuBmykosen (Tinea pedis) hervorrufen, 

Hefen, wie z.B. CmMa Means, die Soor-OsophagMs und Dermatitis hervorruft, c«*b 

"f* Q ~** ^ «*— « * «B. pulmonale Cryptoeoooose und 

auch Torulose hervorrufen konnen, 

Schimmelpilze, wie ,B. ^e^^^ A flavm> ± ^ die z fi bronchopulmonale 
Aspergillose oder Pilzsepsis hervorrufen, Mucor spec, Absidia spec, oder Rhizopus spec die z B 
Zygomykosen (intravasale Mykosen) hervorrufen, Rhinosporidium seeberi, der z.B. chxonische 
granulomatose Pharyngitis und Tracheitis hervorruft Madurella myzetomatis, der ,B. subkutane 
Myzetome hervorruft, Histoplasma capsular, der z.B. retikuloendotheliale Zytomykose und M 
Darling hervorruft, Coccidioides immUis, der z. B. pulmonale Coccidioidomykose und Sepsis her- 
vorruft, Paracoccidioides brasiliensis, der z.B. brasilianische Blastomykose hervorruft Blas- 
tomyces dermatitidis, der z.B. GUchrist-Krankheit und nordamerikanische Blastomykose her- 
vorruft, Loboa loboi, der z.B. Keloid-Blastomykose und Lobo's Krankheit hervorruft, und 
Sporothrix schenckii, der z.B. Sporotrichose (granulomat6se Hautmykose) hervorruft 

Im Folgenden sollen die Begriffe "fungizid" bzw. "Fungizid" gleichermaBen fur die Begriffe 
"antimykotisch" bzw. "Antimykotikum" als auch fur die Begriffe "fungizid" bzw. "Fungizid" im 
herkommlichen Sinne, d.h. bezogen auf pflanzenpathogene Pilze, verwendet werden. 

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe einer aus einem bestimmten Pilz, hier z.B. aus U. maydis 
gewonnenen Mevalonat Kinase gefunden werden, k6nnen also auch mit einer Mevalonat Kinase' 
aus zahJreichen anderen Pilzspezies, gerade auch mit weiteren pflanzenpathogenen Pilzen inter- 
agzeren, wobei die Interaktion mit den unterschiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden Meva- 
lonat Kinasen nicht immer gleich stark sein muss. Dies erklart unter anderem die beobachtete 
Selektivitat der an diesem Enzym wirksamen Substanzen. 
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Der Ausdruck "Kompetitor" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf die Eigenschaft der 
Verbmdungen, mit anderen, gegebenenfalls zu identifizierenden Verbindungen um die Bindung an 
der Mevalonat Kinase zu kompetitieren und diese vom Enzym zu verdrangen bzw. von dieser ver- 
drftngt zu werden. 

Der Ausdruck "Agonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein Molekul, das die Akti- 
vitat der Mevalonat Kinase beschleunigt oder verstarkt. 

Der Ausdruck "Antagonist", oder auch "Inhibitor" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf 
em MolekUl, das die Aktivitat der Mevalonat Kinase verlangsamt oder verhindert. 

Der Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, stellt den Oberbegriff zu Agonist bzw 
Antagonist dar. Modulatoren kSnnen kleine organisch-chemische Molekiile, Peptide oder Antikor- 
per sem, dxe an die erfindungsgemafien Polypeptide binden bzw. die deren Aktivitat beeinflussen 
Weiterhin konnen Modulatoren kleine organisch-chemische Molekiile, Peptide oder Antik6rper 
sem, die an ein MolekOi binden, welches wiederum an die erfindungsgemafien Polypeptide bindet 
and dadurch deren biologische Aktivitat beeinflusst. Modulatoren k5nnen natiirliche Substrate und 
Lxganden darstellen oder strukturelle oder funktionelle Mimetika davon. Bevorzugt handelt es sich 
beim Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, jedoch um solche Molekiile, die nicht 
die natiirhchen Substrate bzw. Liganden darstellen. 
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Die Mevalonat Kinase (EC 2.7.1.36), im Folgenden auch mit MK abgekiirzt, katajysiert die Reak- 
t.on von Mevalonat und Adenosintriphosphat zu Phosphomevalonat und Adenosindiphosphat 
(Abbildung 1). F P 

5 Die von der Mevalonat Kinase katalysierte Reaktion ist ein essentieller Schritt am Anfang der 
B^synthese von Ergosterol, Dolichol oder Ubichinon (Lees et al, 1997, Biochemistry and 
molecular biology of sterol synthesis in Saccharomyces cerevisiae. Biochemistry and Function of 
Sterols, 85-99,Mercer, 1984, The biosynthesis of ergosterol. Pestic. Sci. 15(2), 133-55; Karst und 
Lacroute, 1977, Ergosterol Biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. MolGen.Genet 154 269- 
10 277). 

Gene kodierend fur die Mevalonat Kinase wurden bereits in verschiedenen Pilzen identifizierf in 
den Hefen Saccharomyces cerevisiae (Swissprot Accession No.: X55875) und Schizosaccharo- 
myces pombe (Swissprot Accession No, AB000541), oder in Neurospora crassa (Swissprot 
Accession No.: NCB11N2). Aus den pflanzenpathogenen Pilzen Magnaporthe grisea und 
15 Fusarium sporotrichioides sind Sequenzftagmente des fur die Mevalonat Kinase kodierenden 
Gens bekannt. Daneben wurde die Mevalonat Kinase auch in zahlreichen anderen Organismen 
gefunden, so Z.B. in Homo sapiens (Swissprot: Accession No, AK023087), Mus musculus 
(Swissprot: Accession No, BC005606) oder Oryza sativa (Swissprot: Accession No ■ 
AC091749). 
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Die Sequenzahnlichkeiten zwischen verschiedenen MKs sind innerhalb der eukaryontischen 
Klassen signifikant, wahrend hingegen die Sequenzidentitat zu den bakteriellen Enzymen weniger 
signifikant ist. 

Die Mevalonat Kinase wurde aus verschiedenen Organismen isoliert, exprimiert, gereinigt und 
auch charakterisiert (Tanaka et al., 1990, Purification and regulation of mevalonate kinase from rat 
liver J. Biol. Chern. 265(4), 2391-98; Chu, Xiusheng und Li, Ding, 2003, Cloning, expression, and 
punficatxon of His-tagged rat mevalonate kinase. Prot. Exp. Purific. 27, 165-70; Schulte et al 
2000, Purification and characterization of mevalonate kinase from suspension-cultured cells of 
Catharanthus roseus (L.) G. Don. Arc. Biochem. Biophys. 378(2), 287-298; Oulmouden und Karst, 
1991, Nucleotide sequence of the ERG12 gene of Saccharomyces cerevisiae encoding mevalonate 
30 kinase. Curr. Genet 19, 9-14). 

In der vorliegenden Erfindung wird nun zum ersten Mai die vollstandige Sequenz einer Mevalonat ' 
Kinase aus dem pflanzenpathogenen Pilz Vstilago maydis zur Verfugung gestellt, die die weitere 
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Erforschung von Mevalonat Kinasen insbesondere aus pflanzenpathogenen Pilzen und damit die 
Erschliefiung eines neuen Zielproteins ffir die Identifizierung neuer fungizider Wirkstoffe ermog- 
licht. 

Trotz umfangreicher Forschungen an der Mevalonat Kinase war bislang unbekannt, dass die 
5 Mevalonat Kinase in Pilzen ein Zielprotein (ein so genanntes "Target") fungizid wirksamer Sub- 
stanzen sein kann. 

FQr bereits bekannte Inhibitoren der Mevalonat Kinase wurde keine fungizide Wirkung beschrie- 
ben (siehe z.B. Hinson et al., 1997, Post-translational regulation of mevalonate kinase by inter- 
mediates of the cholesterol and nonsterol isoprene biosynthetic pathways. J. Lipid Res. 38, 2216- 
2223; Tanaka et al., 1990). Zwar verweisen verschiedene Veroffentlichung auf die besondere 
Rolle der Mevalonat Kinase (z.B. Ouhnouden und Karst, 1991) fur den Stoffwechsel von Pilzen 
wie z.B. des Hefepilzes Saccharomyces cerevisiae und beschreiben auch, dass die Zerstorung des 
Hefe-Gens ERG12, welches fur die Mevalonat Kinase kodiert, fur S. cerevisiae letal ist 
(Ouhnouden und Karst, 1990, Isolation of the ERG12 gene of Saccharomyces cerevisiae encoding 
15 mevalonate kinase. Gene, 88, 253-257). Keine der VerSffentiichungen riiinmt jedoch Stellung zu 
der Frage, ob das Enzym Mevalonat Kinase durch Wirkstoffe beeinflusst, z.B. inhibiert werden 
kann, und ob eine Behandlung von Pilzen in vivo mit einem die Mevalonat Kinase modulierenden 
Wirkstoff zur Bekampfung dieser Pilze mOglich ist. Die Mevalonat Kinase wurde damit als Ziel- 
protein fur Fungizide bislang noch nicht beschrieben. Es sind keine Wirkstoffe bekannt, die eine 
20 fungizide Wirkung aufweisen und deren Wirkort die Mevalonat Kinase ist. 

Damit wird in der vorliegenden Erfindung zum ersten Mai gezeigt, dass die Mevalonat Kinase, 
nicht nur ein insbesondere fur Pilze wichtiges Enzym darstellt und deshalb in besonderem MaBe 
dazu geeignet ist, als Zielprotein fur die Suche nach weiteren und verbesserten fungizid wirksamen 
Wirkstoffen verwendet zu werden, sondern auch, dass die pilzliche Mevalonat Kinase tatsachlich 
in vitro und auch in vivo durch Wirkstoffe beeinflusst werden kann und dass diese als Fungizide 
verwendet werden konnen. Weiterhin werden Verfahren zur Verfiigung gestellt, die zur Identifizie- 
rung solcher Fungizide verwendet werden kdnnen. 

So wurde im Rabmen der vorliegenden Erfindung ein Verfahren entwickelt, das geeignet ist, die 
enzymatische Aktivitat der Mevalonat Kinase sowie die Hemmung dieser Aktivitat durch eine oder 
30 mehrere Substanzen in einem so genannten Hemmtest zu bestimmen, und auf diese Weise Modu- 
latoren, bevorzugt Inhibitoren des Enzyms, z.B. in HTS- und UHTS-Verfahren zu identifizieren. 
Identifizierte Inhibitoren, die in vitro bereits eine inhibierende Wirkung auf eine gegebene Meva- - 
lonat Kinase zeigen, kdnnen dann in vivo auf ihre fungizide Wirkung geprUft werden. 
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Die Inhibitors einer pilzlichen Mevalonat Kinase k6nnen als Fungizide insbesondere in, Pflan 
zenschutz oder auch als Antimykotika in Pharmaindikationen verwendet werden. In der vorliegen- 
den Erfindung wird beispielsweise gezeigt, dass die Hemmung der Mevalonat Kinase mit einer in 
emem erfindungsgemaBen Verfahren identifizierten Substanz zum Absterben oder zur Schadigung 
der behandelten Pilze in synthetischen Medien bzw. auf der Pflanze fUhrt. 

Mevalonat Kinase kann aus verschiedenen pflanzen- oder auch human- oder tierpathogenen Pilzen 
gewonnen werden, z.B. aus Pilzen wie dem pflanzenpathogenen Pilz U. maydis. Zur Gewinnung 
der Mevalonat Kinase aus Pilzen kann das Gen z.B. rekombinant in Escherichia coli exprimiert 
und aus K coli Zellen eine Enzympraparation hergestellt werden (Beispiel 1). Bevorzugt werden 
Mevalonat Kinasen aus pflanzenpathogenen Pilzen verwendet, urn in, Pflanzenschutz einsetzbare 
Fungxz.de zu identifizieren. 1st das Ziel die Identifizierung von Fungiziden bzw. Antimycotika die 
m Pharmamdikationen verwendet werden sollen, empfiehlt sich der Einsatz von Mevalonat Kina- 
sen aus human- bzw. tierpathogenen Pilzen. 

Urn eine Mevalonat Kinase aus einem pflanzenpathogenen Pilz zur Verfugung zu stellen, wurde 
fur die Expression der von Umergl2 (Urn steht ftlr Ustilago maydis) gema/3 SEQ ID NOl kodier- 
ten Mevalonat Kinase UmErgl2 der zugeherige ORF (open reading frame) aus genomischer DNA 
nach dem Fachmann bekannten Methoden tiber genspezifische Primer amplifiziert. Die entspre- 
chende DNA wurde gema/J den Angaben des Herstellers in den Vektor pDESTIS (Invitrogen 
ermaglicht die Einfuhrung eines N- terminalen GST-Tags) kloniert. Das resultierende Plasmid 
P DEST15_umergl2 enthalt die vollstandige kodierende Sequenz von Umer g 12 in einer N-termi- 
nalen Fusion mit einem GST-Tag aus dem Vektor. Das UmErgl2 Fusionsprotein besitzt eine 
berechnete Masse von 74,5 kDa (vgl. Beispiel 1 und Abbildung 3). 

Das Plasmid P DEST15_umergl2 wurde dann zur rekombinanten Expression von UmErgl2 in E 
coli BL2 1 (DE3) verwendet (vgl. Beispiel 1). 

In der vorliegenden Erfindung wird damit auch eine weitere vollstandige genomische Sequenz 
ernes pflanzenpathogenen Pilzes kodierend fur eine Mevalonat Kinase zur Verfugung gestellt und 
deren Verwendung bzw. die Verwendung des davon kodierten Polypeptids zur Identifizierung von 
Inhibitoren des Enzyms sowie deren Verwendung als Fungizide beschrieben. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb auch die fUr ein Polypeptid mit der enzyma- 
hschen Funktion einer Mevalonat Kinase kodierende Nukleinsaure aus dem Pilz Ustilago maydis. 

Mevalonat Kinasen teilen sich homologe Bereiche. Typisch fur Mevalonat Kinasen ist eine kon- 
servierte Region, die bei der Bindung von ATP beteiligt ist. 
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Diese ATP-Bindungsstelle ist ein fiir Mevalonat Kinasen charakteristisches Sequenzmerkmal 
Durch eine geeignete Suche in der PROSITE database kann ein solches Motiv identify werden 
(Hofmann K., Bucher P., Falquet L., Bairoeh A. (1999) "The PROSITE database, its status in 
1999". Nucleic Acids Res. 27, 2 1 5). Es kann wie folgt dargestellt werden: 

5 ^^-M-x-CGSTAl-xCO.^-G-DLMl-CGSJ-S-S-fGSAl-tGSTAC], 

PROSITE ermSglicht Polypeptiden eine Funktion zuzuordnen und somit Mevalonat Kinasen als 
solche zu erkennen. 

Bei der Darstellung des Prosite Motivs wird der "Bin-Buchstaben-Code" verwendet. Das Symbol 
"x» steht fur eine Position, an der jede Aminosaure akzeptiert wird. Eine variable Position, an der 
verschiedene bestimmte Aminosauren akzeptiert werden, wird in eckigen Klammern »[...]" darge- 
stellt, wobei die an dieser Position moglichen Aminosauren aufgezahlt werden. Aminosauren die 
an einer bestimmten Position nieht akzeptiert werden, stehen dagegen in geschweiften Klammern 
"{...}"• Ein Gedankenstrich trennt die einzelnen Elemente bzw. Positionen des Motivs. Wieder- 
holt sich eine bestimmte Position, z.B. V', mehrfach hintereinander, kann dies durch Angabe der 
Zahl der Wiederholungen in einer nachfolgenden Klammer dargestellt werden, z.B. »x (3)" was 
fiir "x-x-x" steht. 

Ein Prosite Motiv stellt also letztlich die Komponenten einer Konsensussequenz dar, sowie 
Abstande zwischen den beteiligten Aminosauren und ist damit typisch fiir eine bestimmte Enzym- 
klasse. Anhand dieses Motivs kfinnen auf Basis der erfmdungsgemafien Nukleinsauren weitere 
Polypeptide aus pflanzenpatbogenen Pilzen indentifxziert bzw. zugeordnet werden, die zur selben 
Klasse wie das erfmdungsgemaBe Polypeptid gehSren und deshalb auch in erfindungsgemaBer 
Weise verwendet werden kQnnen. 

Im Falle der Mevalonat Kinase aus U. maydis liegt dieses Motiv ebenso vor wie bei S. cerevisiae 
S. pombe, Magnaporthe grisea oder N. crassa (vgl. Abbildung 2). Die spezifische Konsensus- 
sequenz fur eine erfindungsgemalJe Mevalonat Kinase, die zur Identifizierung bzw. Zuordnung 
weiterer erfindungsgemaBer Polypeptide genutzt werden kann, ist deshalb bevorzugt 

P-x-G-x-G-L-G-S-S-A, 
und besonders bevorzugt die Konsensussequenz 



P-I-G-A-G-L-G-S-S-A. 
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Das oben gemote Proshe Motiv bzw. die speziflsche Konsensussequenz sind *p is ch ft, die 

? ° lyPeP,ide ' * *~ -I— MMI definiert wer- 

den k&uren und damit auch eindeutig identifizierbar sind. 

Gegensund det vorhegenden Erfindung sind deshalb auch Polypepflde aus pflanzenpattogenen 
Pdzen nut der enzymalischen AktivM, einer Mevaiona. Kinase, die das vorstehend genann,. Pro- 
s,.e Mo«iv 0iVM ] . [ PK>x-tG S TA ] .x(0. 1 >O-tU 1>[ GS ] -S* t GSAHOSTAC ] umfassen, bevnt- 
zug, solche Polypeptide, die das vorstehend g.nann« Motiv P-x^-x-G-L-G-S-S-A umfassen, und 
besondets bevorzugt solche Polypeptide, die die Konsensussequenz P-I-O-A-G-L-G-S-S-A um 
fassen. 

D Aufgrund der Homologien, die bei speziesspezifischen NuJtleinsauren kodierend ft, Mevaiona. 
Kutasen vorliegen, kdnnen auch Mevaiona, Kiuasen aus anderen pflanzenpathogenen Pilzen iden- 
ttflztert ond verwende, werden, un, die oben mMt Aufgabe I8sen> ^ sje ^ 
zum Identrfizieren von Inhibitoren einer Mevaiona. Kinase verwende, werden, „e!che wiederum 
als Pungiz.de im Pflanzenschutz verwende. werden konnen. Es is, jedoch auch dedcbar einen 

• anderen Pilz, der nich, pflanzenpattogen ist, bzw. dessen Mevalon* Kinase Oder die daflir kodie- 
rende Sequenz zu verwenden, um ftngizid wirkende Ininbitoren de, Mevaiona, Kinase zu identi- 
fizreren. Aufgrund der hier angegebenen Sequenz gemU SEQ ID NO: 1 und evennteli davon 
abgele.te.en Prinrem sowie gegebenenfalls „„ ter Zuhilfenahme des vorstehend gezeigten Presto 
Motive is, es denr Fachmann moglich, z3. mhtels PCR weitere flu Mevaiona, Kinasen kodierende 
NuWemsau™ ana anderen (pflanzenpathogenen, PUzen zn erhalten und zu identiflzieren. Soiche 
Nuldenrsauren und de ren Verwendung in Verfahren zum Identify von flmgiziden Wutaoflen 
werden als von der vorliegenden Erfindung umfasst betrachtet. 

Oegenstand der vorliegenden Erfindung sind tasbesondere bevorzog, die ftr die Mevaiona, Kinase 
aus Ustilago maydis kodierenden NukleinsSuren mit der SEQ ID NO:l sowie die ftr die Polypep- 
flde gemMg SEQ ID NO:2 Oder akflve Fragment* davon kodierenden Nuklemsaure „. 

Bei den ertindungsgemWen Nukleuuauren handel. es sich insbesondere um einzebbSngige Oder 
doppelshUngige Desoxyribonukleinsauren (DNA) oder Sibonukletasiluren (RNA). Bevorzugte 
Ausfthrungsformen sind Fragmente genomischer DNA, und cDNAs. 

Beyers bevomrg, umfassen d ie erfindungsgemSBen Nukleinsauren eine Sequenz ausgewahl. 
aus 
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a) einer Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1, 
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Sequenzen, die fur ein Polypeptid kodieren, welches die Aminosaureseouenz 
gemaB SEQ ED NO: 2 umfasst und 

Sequenzen, welche eine zumindest 90 %-ige Identitat mit den unter a) und b) 
defimerten Sequenzen aufweisen und fur das Sequenzmotiv [LIVM]-[PK]-x- 
[GSTAl-xCO.^-G-tLMJ-tGSl-S-S-tGSAl-EGSTAC] kodieren. 

Wie bereits vorstehend ausgefuhr, ist die vorliegende Erfindung nicht nur auf die Verwendung 
von Mevalonat Kinase aus U. maydis beschrankt. In analoger und de m FaOunann bekannter Weis! 
konnen aucb aus anderen Pilzen, vorzugsweise aus pflanzenpathogenen Pilzen, Polypeptide mit der 
enzyma.schen Aktivitat einer Mevalonat Kinase verwendet oder gewonnen werden, die dann in 

r erfUld ~ Verfahren eingesetzt werden k5nne, Bevorzugt wird die Mevalonat 
Kinase aus U. maydis verwendet. 

Gegenstand der vorliegmden Erfmd(mg ^ ^.^^ ^ ^ 

gemaBeNukleinsaure und etaenhomologeo^er heterology Promoter unrfassen. 
Der Au.dn.ck "homologer Promoter", wie er hierin verweude, wird, bezieh, sieh auf eineu Pre 
motor fa im Uraprungsorganismus die Expression des beheffinden Gens kontroUierf. Der Aus- 
druok heterology Promoter", wie er hierin verweude, wird, bezieh, sieh auf einen Promoter der 
andere Eigenschaften als derienige Promoter aufweis, der im Utsprungsorganismus die Expres- 
sion des betreffenden Gens kontrolliert. 

Die Auswah, von heterologen Promoteren ist davon abhaugig, ob zur Expression pro- oder 
20 eukaryorische Zei.en Oder zellireie Svsteme verwendet werden. Beispiele fur he.ero.oge Promote- 
ren srnd der 35S Promoter des Blmuenkohlmosaikviros m, pflanzliohe Zellen, der Promoter *, 
Alkoholdehvdrogenase fur Hefezellen. die T3-, T7- Oder SPd-Promoteren fur prokaryotische 
Zellen oder zelljfreie Systeme. 

Bevmzugt aoliten pMche Exprossionssysteme wie ,B. das PtcUa ^ro^-Svstem verwendet 
werden, wohei hier die Transition dumb den Methauo, taduzierbaron AOX-Promoter angaria- 
ben wird. 6 



30 



Gegenstend der vorliegenden Erfindung sind fcmer Vektoren, die eine erflndungsgemSBe Nukleht- 
same erne erfindungagemaoe regdaterisehe Region oder ein erfmdungsgemaBes DNA-Konstrukt 
enthalten. A,s Vektoren kdnuen alio in molekularbio.ogisehen Laboraterien verwendet. Phagen 
Piasnude, Phagmide, Phasmide, Cosmide, YACs, BACs, kUnstliehe Chromoaomen oder Parfike, 
me fur emen Parrikelbeschuss geeignet sind, verwendet warden. 
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Bevorzugte Vektoren sind z.B. die p4XXprom. Vektorserie (Mumberg, D., Miiller, R., Funk, 
M.,.1995. Yeast vectors for the controlled expression of heterologous proteins in different genetic 
backgrounds. Gene 156, 119-122) fiir Hefezellen, pSPORT-Vektoren (Fa. Life Technologies) fur 
bakterielle Zellen, Oder den Gateway Vektoren (Fa. Life Technologies) fur verschiedene 
Expressionssysteme in bakteriellen Zellen, Pflanzen, P. pastoris, S. cerevisiae oder Insektenzellen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Wirtszellen, die eine erfmdungsgemaBe Nuk- 
leinsaure, ein erfindungsgemafies DNA-Konstrukt oder einen erfindungsgemaBen Vektor enthal- 
ten. 

Der Ausdruck "Wirtszelle", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf Zellen, die natiirlicher- 
1 0 weise die erfindungsgemaBen Nukleinsauren nicht enthalten. 

Als Wirtszellen eignen sich sowohl prokaryotische Zellen, vorzugsweise ~Rcoli, als auch eukaryo- 
tische Zellen, wie Zellen von Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Insekten, Pflanzen, 
Froschoozyten und Zelllinien von Saugem. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin Polypeptide mit der enzymatischen Akti- 
15 vitat einer Mevalonat Kinase, die von den erfindungsgemaBen Nukleinsauren kodiert werden. 

Bevorzugt umfassen die erfindungsgemaBen Polypeptide eine Aminosauresequenz ausgewahlt aus 

(a) der Sequenz gemaB SEQ ID NO:2, 

(b) Sequenzen, welche eine 95 %ige Identitat mit der unter a) definierten Sequenz haben, 

und das Sequenzmotiv [LIVM]-[PKJ-x-[GSTA]-x(0,l)-G-[LM]-[GS]-S-S-[GSA]- 
20 [GSTAC] umfassen und 

(c) Fragmente der unter a) und b) angegebenen Sequenzen, welche die gleiche enzyma- 
tische Aktivitat aufweisen wie die unter a) definierte Sequenz. 

Der Ausdruck "Polypeptide", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich sowohl auf kurze Amino- 
saureketten, die gewohnlich als Peptide, Oligopeptide oder Oligomere bezeichnet werden, als auch 

25 auf langere Aminosaureketten, die gewohnlich als Proteine bezeichnet werden. Er umfasst Amino- 
saureketten, die entweder durch naturliche Prozesse, wie posttranslationale Prozessierung, oder 
durch chemische Verfahren, die Stand der Technik sind, modifiziert sein kSnnen. Solche Modifi- 
kationen konnen an verschiedenen Stellen und mehrfach in einem Polypeptid vorkommen, wie 
beispielsweise am Peptid-Rtickgrat, an der Aminosaure-Seitenkette, am Amino- und/oder am ' 

30 Carboxy-Terminus. Sie umfassen beispielsweise Acetylierungen, AcyUerungen, ADP-Ribosylie- 
rungen, Amidierungen, kovalente Verknapfungen mit Flavinen, Ham-Anteilen, Nukleotiden oder 
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Pro.ehe, ,B. * Pu s io„spro«etoe, voriiegen Wehel iT 7 ^ 

Sequent, Pro-Seaueazen S eo 7' SeZOTie ™8* °*r "Leader"- 

«*. aiipha^e, „ic te .p ohre ^ wenigpolare ^ 
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Polare, positiv geladene Reste: His, Arg mid Lys- 
On* aliphatiacha, nioht-poto. Reste: M«, Leu,' D e, V„ und Cy s; und 
Aromatische Reste: Phe, Tyr und Trp. 
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Der Fusionspartner kann durch partielle proteolytic Spaltung beispielsweise an Linkem 
zw.schen dem Fusionspartner und dem zu reinigenden erfindungsgemaBen Polypeptid abgetrennt 
werden. Der Linker kann so gestaltet werden, dass er Ziel-Aminosauren, wie Arginin- und Lysin- 
Reste einschlieGt, die Stellen fur eine Spaltung durch Trypsin definieren. U m solche Linker zu 
erzeugen, kSnnen Standard-Klonierungsverfahren unter Verwendung von Oligonukleotiden 
angewendet werden. 

Weitere mSgliche Remigungsverfahren basieren wiederum auf praparativer Elektrophorese FPLC 
HPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltrations-, Reversphasen- oder leicht hydrophoben 
Saulen), Gelfiltration, differentieller Prazipitation, lonenaustausch-Chromatographie und Affini- 
10 t&tschromatographie. 

Die Ausdrucke Aliening oder Reinigung'- wie sie hierin verwendet werden, bedeuten, dass die 
erfindungsgemaBen Polypeptide von anderen Proteinen oder anderen Makromolektilen der Zelle 
oder des Gewebes abgetrennt werden. Vorzugsweise ist eine die erfindungsgemaBen Polypeptide 
enthaltende Zusammensetzung hinsichtlich des Proteingehalts gegeniiber einer Preparation aus den 
15 Wntszellen mindestens 10-fach und besonders bevorzugt mindestens 100-fach angereichert. 

Die erfmdungsgemafien Polypeptide konnen auch ohne Fusionspartner mit Hilfe von Antikorpern 
die an die Polypeptide binden, afiSnitatsgereinigt werden. 

• Das Verfahren zum Herstellen von Polypeptiden mit der enzymatischen Aktivit* einer Mevalonat 
Kinase, wie z.B. des Polypeptids UmErgl2, ist damit gekennzeichnet ist durch 

20 (a) das Kultivieren einer Wirtszelle enthaltend zumindest eine exprimierbare Nukleinsaure- 
sequenz kodierend fur ein Polypeptid aus Pilzen mit der enzymatischen Aktivitat einer 
Mevalonat Kinase unter Bedingungen, die die Expression dieser Nukleinsaure gewahr- 
leisten, oder 
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(b) 



(c) 



das Exprimieren einer exprimierbaren Nukleinsauresequenz kodierend fur ein Polypeptid 
aus Pilzen mit der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase in einem /„ vitro- 
System, und 

die Gewinnung des Polypeptids aus der Zelle, dem Kulturmedium oder dem in vitro- 
System. 



Die so erhalteneo Zellen enttudtend das erfodoagsg^aJie Pdypepad ode, das so erhaltene ge rel - 
mgte Polypeptid stad geeigne,, in Verfatan zum Ideatifeiena, voa Mod ul a,o re „ bzw. Mubteen 
der Mevalonat Kinase verwendet zu werden. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung von Polypeptiden aus Pilzen, 
bevorzugt aus pflanzenpathogenen bzw. human- oder tierpathogenen Pilzen, welche die enzyma- 
tische Aktivitat einer Mevalonat Kinase besitzen, in Verfahren zum Identifizieren von Inhibitoren 
dieser Polypeptide, und die Verwendung dieser Inhibitoren der Mevalonat Kinase als Fungizide. 

> Fungizide Wirkstoffe, die mit .Hilfe einer Mevalonat Kinase aus einer bestimmten Pilzspezies 
gefunden werden, k6nnen auch mit Mevalonat Kinasen aus anderen Pilzspezies interagieren, 
wobei die Interaktion mit den unterschiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden Mevalonat Kina- 
sen nicht immer gleich stark sein muss. Dies erklart unter anderem die Selektivitat wirksamer Sub- 
stanzen. Die Verwendung von Wirkstoffen, die mit einer Mevalonat Kinase einer bestimmten Pilz- 
Spezies gefunden wurden, als Fungizide auch bei anderen Pilze-Spezies kann darauf zurUckgefuhrt 
werden, dass sich Mevalonat Kinasen aus verschiedenen Pilzspezies relativ nahe stehen und in 
grafieren Bereichen eine ausgepragte Homologie zeigen. So wird in Abbildung 2 deutlich, dass 
eine solche Homologie Uber betrachtliche Sequenzabschnitte hinweg zwischen U. maydis, S. 
cerevisiae, N. crassa, S. pombe und M grisea besteht und damit die Wirkung der mit Hilfe der 
Mevalonat Kinase aus U.maydis gefundenen Substanzen nicht auf U. maydis beschrankt bleibt. In 
Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden werden deshalb bevorzugt Polypeptide mit der 
enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase verwendet, die eine Konsensussequenz gemaB 
Abbildung 2 aufweisen. 

Verfahren, die geeignet sind, Modulatoren, insbesondere Inhibitoren bzw. Antagonisten der 
erfindungsgemaBen Polypeptide zu identifizieren, beruhen in aller Kegel auf der Bestimmung der 
Aktivitat bzw. der biologischen Funktionalitat des Polypeptids. Dazu kommen prinzipiell sowohl 
auf ganzen Zellen beruhende Verfahren (in vivo Verfahren) in Frage, wie auch Verfahren, die auf 
der Verwendung des aus den Zellen isolierten Polypeptids beruhen, das in gereinigter oder 
teilweise gereinigter Form oder auch als Rohextrakt vorliegen kann. Diese zellfreien in vitro 
Verfahren konnen ebenso wie in vivo Verfahren im LabormaBstab, in bevorzugter Weise aber auch 
in HTS oder UHTS Verfahren genutzt werden. Im Anschluss an die in vivo oder in vitro 
Identifizierung von Modulatoren des Polypeptids konnen Tests an Pilzkulturen durchgefuhrt 
werden, urn die fungizide Wirksamkeit der gefundenen Verbindungen zu prOfen. 

Viele Testsysteme, die die PrUfung von Verbindungen und nattirlichen Extrakten zum Ziel haben, 
sind bevorzugt auf hohe Durchsatzzahlen ausgerichtet, urn die Zahl der untersuchten Substanzen in 
einem gegebenen Zeitraum zu maximieren. Testsysteme, die auf zellfreiem Arbeiten beruhen, 
brauchen gereinigtes oder semi-gereinigtes Protein. Sie sind geeignet fur eine "erste" Priifung, die 
in erster Linie darauf abzielt, einen moglichen Einfluss einer Substanz auf das Zielprotein zu ' 
detektieren. Ist eine solche erste Priifung erfolgt und eine oder mehrere Verbindungen, Extrakte 



30 



WO 2005/003355 „ 

PCT/EP2004/006766 

-18- 

etc. gefimden, kann die Wirkung solcher Verbindungen ixn Labor noch gezielter untersucht wer- 
den. So kann in einem ersten Schritt die Ihhibierung oder Aktivierung des erfindungsgemaBen 
Polypeptids in vitro noch einmal gepruft werden, um im Anschluss daran die Wirksamkeit der 
Verbmdung am Zielorganismus, hier einem oder mehreren pflanzenpathogenen Pilzen, ZU testen 
5 Die Verbmdung kann dann gegebenenfalls als Ausgangspunkt fur die weitere Suche und Ent- 
w 1C klung von fungiziden Verbindungen verwendet werden, die auf der ursprimglichen Struktur 
basieren, jedoch z.B. hinsichtlich Wirksamkeit, Toxizitat oder Selektivitat optimiert sind. 

Urn Modulatoren aufzufinden, kann ,B. ein synthetischer Reaktionsmix (z.B. Produkte der in vitro 
Transition) oder ein zellularer Bestandteil, wie eine Membran, ein Kompartiment oder irgend- 

0 erne andere Praparation, die die erfindungsgemafien Polypeptide entMlt, zusammen mit einem 
gegebenenfalls markierten Substrat oder Liganden der Polypeptide in Gegenwart und Abwesenheit 
ernes KandidatenmolekUls, das ein Antagonist sein kann, inkubiert werden. Die Fahigiceit des 
KandidatenmolekUls, die Aktivitat der erfmdungsgemaBen Polypeptide zu hemmen, wird zB 
erkennbar an einer verringerten Bindung des gegebenenfalls markierten Liganden oder an einer 

> vernngerten Umsetzung des gegebenenfalls markierten Substrates. Molekttle, die die biologische 
Aktmtat der erfindungsgemaBen Polypeptide hemmen, sind gute Antagonisten. 

Ein Beispiel fur ein Verfahren, mit welchem Modulatoren der erfindungsgemaBen Polypeptide 
aufgefunden werden konnen, ist ein Verdrangungstest, bei dem man unter dafUr geeigneten Bedin- 
gungen die erfindungsgemaBen Polypeptide und einen potenziellen. Modulator mit einem Molekttl 
' das bekanntermaBen an die erfindungsgemaBen Polypeptide bindet, wie einem naturlichen Substrat 
Oder L lg anden oder einem Substrat- oder Liganden-Mimetikum zusammenbringt. Die erfindungs- 
gemaBen Polypeptide selbst kSnnen markiert werden, z.B. fluorimetrisch oder colorimetrisch so 
dass man die Anzahl der Polypeptide, die an einen Liganden gebunden sind oder die eine Umset- 
zung mitgemacht haben, exakt bestimmen kann. Ebenso kann jedoch die Bindung mittels des 
gegebenenfalls markierten Substrats, Liganden bzw. Substratanalogen verfolgt werden. Auf diese 
Weise lasst sich die Effektivitat von Antagonisten ermessen. 

Effekte wie Zelltoxizitat werden in diesen /„ vitro Systemen in der Regel ignoriert Die Test- 
systeme uberprttfen dabei sowohl inhibierende bzw. suppressive Effekte der Substanzen, als auch 
stimulatorische Effekte. Die Effektivitat einer Substanz kann durch konzentrationsabhangige Test- 
remen uberprtift werden. Kontrollansatze ohne Testsubstanzen bzw. ohne Enzym k6nnen zur 
Bewertung der Effekte herangezogen werden. 

Durch die anhand der vorliegenden Erfindung verfUgbaren, fur eine erfindungsgemafle ' 
Mevalonat Kinase kodierende Nukleinsauren enthaltenden Wirtszellen, wird die Entwick- 
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lung von Testsystemen, die auf Zellen basieren, zur Identifizierung von Substanzen 
erm6glicht, die die Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide modulieren. 

Vorzugsweise handelt es sich bei den zu identifizierenden Modulatoren um kleine organisch- 
chemische Verbindungen. 

5 Ein Verfahren zum Identifizieren einer Verbindung, die die Aktivitat einer Mevalonat Kinase aus 
Pilzen moduliert und die als Fungizid im Pflanzcnschutz verwendet werden kann, besteht demnach 
bevorzugt darin, dass man 

a) ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase, bevorzugt aus 
Pilzen und besonders bevorzugt aus pflanzenpathogenen Pilzen, 

Oder eine Wirtszelle enthaltend ein solches Polypeptid mit einer chemischen Verbindung 
oder mit einem Gemisch von chemischen Verbindungen unter Bedingungen in Kontakt 
bringt, die die Interaktion der chemischen Verbindungen mit dem Polypeptid erlauben, 

b) die Aktivitat dieses Polypeptids bei Abwesenheit der chemischen Verbindung mit der 
Aktivitat des Polypeptids bei Anwesenheit der chemischen Verbindung oder des 
Gemisches von chemischen Verbindungen vergleicht, 

c) die chemische Verbindung auswahlt, die die Aktivitat des erfindungsgemaBen Polypeptids 
spezifisch moduliert, und gegebenenfalls 

d) die fungizide Wirkung der ausgewahlten Verbindung in vivo prttft. 

Besonders bevorzugt wird dabei diejenige Verbindung bestimmt, die die Aktivitat des erfindungs- 
gemaBen Polypeptids spezifisch inhibiert. Der Begriff "Aktivitat", wie er bier verwendet wird, 
bezieht sich auf die biologische Aktivitat des erfindungsgemaBen Polypeptids. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Tatsache genutzt, dass bei der Reaktion der 
Mevalonat Kinase ein Molekul Adenosindiphosphat (ADP) freigesetzt wird. Die Aktivitat bzw. die 
Ab- oder Zunahme der Aktivitat des erfindungsgemaBen Polypeptids kann deswegen durch den 
Nachweis des entstehenden ADP bestimmt werden. Dabei wird die geringere bzw. inhibierte Akti- 
vitat des erfindungsgemaBen Polypeptids anhand des Nachweises des entstehenden ADP durch 
Kopplung an die nachgeschaltete Reaktion der Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase verfolgt. 
Die Pyruvatkinase setzt dabei unter Verbrauch von ADP Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat um, wel- 
ches wiederum von der Laktat Dehydrogenase zur Oxidation von NADH zu NAD verwendet wird. ' 
Die durch die gekoppelte Reaktion steigende NAD-Konzentration bzw. abnehmende NADH-Kon- 
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zentration kann photospektrometrisch durch Absoiptions- oder Fluoreszenzmessung (bei 340 nm 
bzw. einer Anregungswellenlange von 360nm und einer Emissionswellenlange von 46Snm) 
bestinunt werden. 

Die Messung kann auch in fur HTS- oder UHTS-Assays gangigen Formaten erfolgen, z.B. in 
' Mik rotiterplatten, in denen z.B. ein Gesamtvolumen von 5 bis 50 ul pro Ansatz bzw. pro Well 
vorgelegt wird und die einzelnen Komponenten in der gewtinschten Endkonzentrationen vorliegen 
(vgl. Beispiel 2). Dabei wird die zu testende, potentiell die Aktivitat des Enzyms inhibierende oder 
aktivierende Verbindung (Kandidatenmolekiil) z.B. in einer geeigneten Konzentration in Test- 
puffer enthaltend Mevalonat, Adenosintriphosphat, Phosphoenolpyruvat und die gekoppelten 
Hilfsenzyme Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase vorgelegt. Dann wird das erfindungs- 
gemaBe Polypeptid in Testpuffer zugegeben und die Reaktion dadurch gestartet. Der Ansatz wird 
dann bei einer geeigneten Temperatur inkubiert und die Absorptionsabnahme bei 340 nm 
gemessen. Die Inkubationsdauer kann dabei uber einen grOBeren Zeitraum variiert werden. Bevor- 
zugt erfolgt eine Inkubation fur 5 bis 60, bevorzugt fur 15 bis 45 Minuten, im Mittel also etwa 30 
15 Minuten. Der gekoppelte Enzymtest wird z.B. in Tanaka et aL, 1990, beschrieben. 

Eine weitere Messung erfolgt in einem entsprechenden Ansatz, jedoch ohne Zugabe eines Kandi- 
datenmolekuls und ohne Zugabe eines erfindungsgemaBen Polypeptids (Negativkontrolle). Eine 
weitere Messung erfolgt wiederum bei Abwesenheit eines KandidatenmolekUls, jedoch bei Anwe- 
senheit des erfindungsgemaBen Polypeptids (Positivkonlrolle). Negativ- und Positivkontrolle erge- 
ben damit die Vergleichswerte zu den Ansatzen bei Anwesenheit eines Kandidatenmolekuls. 

Um optimale Bedingungen fur ein Verfahren zum Identifizieren von Inhibitoren der Mevalonat 
Kinase bzw. zur Bestimmung der Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide zu ermitteln, kann 
es vorteilhaft sein, den jeweiligen K M -Wert des verwendeten erfindungsgemaBen Polypeptids zu 
bestimmen. Dieser gibt dann Aufschluss uber die bevorzugt zu verwendende Konzentration des 
bzw. der Substrate. Im Fall der Mevalonat Kinase aus U. maydis konnte ein K M von 130 uM fur 
Adenosintriphosphat und ein K M von 200 uM fur Mevalonat bestimmt werden. 

Mit Hilfe der vorstehend beispielhaft beschriebenen Verfahren konnten im Rahmen der vorliegen- 
den Erfindung Verbindungen identifiziert werden, die die pilzliche Mevalonat Kinase inhibieren, 
und die in der Lage sind, Pilze verschiedener Spezies zu schadigen (z.B. Wachstumshemmung) 
30 bzw. abzutoten. 

Es versteht sich von selbst, dass neben den genannten Verfahren zur Bestimmung der enzyma- 
tischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase bzw. der Inhibition dieser Aktivitat und zum Identifizie- ' 
ren von Fungiziden auch andere, z.B. bereits bekannte, Verfahren bzw. Hemmtests verwendet wer- 
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den kSnnen, solange diese Verfahren es gestatten, die Aktivitat einer Mevalonat Kinase zu 
bestimmen und eine Inhibition dieser Aktivitat durch eine Kandidtatenverbindung zu erkennen 
Em alternatives Verfahren beruht z.B. auf dem Einsatz radioaktiv markierten ATPs (Oulmouden 
und Karst, 1991). 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren konnten auf diese Weise Inhibitor der Mevalonat Kinase 
identifiziert werden. 

In Tabelle I wird beispielhaft eine Verbindung gezeigt, die mit einem erfindungsgemaBen Verfah- 
ren als ein Inhibitor der Mevalonat Kinase identifiziert werden konnte. 

Tabelle I 



Beispiel 


Verbindung 




~o 

HO \ /° 




\ OH 


1 


a— ^3~V/ CI 












F F 



10 Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte weiter gezeigt werden, dass die mit Hilfe eines 
erfindungsgemaBen Verfahrens identifizierten Inhibitoren einer erfindungsgemaBen Mevalonat 
Kmase geeignet sind, Pilze zu schadigen oder abzutQten. 

Dazu kann z.B. in die Kavitaten von Mikrotiterplatten eine Losung des zu prUfenden Wirkstoffs 
pipettiert werden. Nachdem das L6sungsmittel abgedampft ist, wird zu jeder Kavitat Medium 
hmzugefugt. Das Medium wird vorher mit einer geeigneten Konzentration von Sporen bzw 
Mycel des zu priifenden Pilzes versetzt. Die resultierenden Konzentrationen des Wirkstoffes 
betragen z.B. 0,1, 1, 10 und 100 ppm. 

Die Flatten werden anschlieBend auf einem Schiittler bei einer Temperatur von etwa 22°C inku- 
biert, bis in der unbehandelten Kontrolle ein ausreichendes Wachstum.feststellbar ist. 

Die Auswertung erfolgt photometrisch bei einer WellenlMnge von 620 nm. Aus den Messdaten der 
verschiedenen Konzentrationen kann die Wirkstoffdosis bestimmt werden, die zu einer 50 o/ 0 -i g en 
Hemmung des Pilzwachstums gegenOber der unbehandelten Kontrolle fiihrt (ED 50 ). Auf diese 
Weise konnte gezeigt werden, dass mit einem erfindungsgemaBen Verfahren Inhibitoren der 
Mevalonat Kinase identifiziert werden konnten, die eine fungizide Wirkung in vivo besitzen 
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T rt ; Seft " ,de ° e <* 0 -M— wiede„egeben. Die Verb*, 

dung zergt be, verecbiedenen Pita etae ftngizide Wirkung. 

Tabelle IT 




D.e vorhegende Erfindung be»eb, aiob daber ebenfcUs a uf die Verwendung von Mod U ,a,oren der 

Ve^T Tr ^ ^ Pfl ™— ™- * J - 

- B«n von Piizbefai. bei Pfianzen, indem man einen Inhibitor der piUieben 
Mevaiona, Krnase aof den Pil 2 bzv, die vonr Ptiz befajlene Pflanze einwirken Bast 

Die vorliegende Erfindung beriebt sich aueh anf Fungizide die m it Hilfo „;„ ^ a 

Verfabrens identifier, warden. "~ erfhd ^^» 

Verbindnngen, die mi, HUfe einea erfindungagen^ Verfakrena identifier, werden end die 
arfgrnnd der Edition der- piHieben Mevaiona. Kinaae eine fimgitide Wirkung 
konnen aonu. znr Heratellnng von fungteiden Ivfteeln verwende, werden. 

Die identify WW-* kbnnen in Abbbngigkei, von inren jeweiiigen pbyaikaHscnen und/oder 
obennacben Ergenaobaften in die obncben FonnuHernngen uberfUbr, werden, wie Lbsnngen, Emul- 
a,one„, ^ensionen, PrUver, Sobaonre, Paafcn, Orann,a tt , Aerobe, Feinati.rkajnngen in 
poiynreren Stoffen nnd in Mbnaaaen fb, Saafgo, sowi e ULV-KaK- m d WaJebei-Fornro 



25 



D.ese Fornroberungen werden in bekannfer Weiae barges*,!,, *B. dnrob Vemnsehen der Wirkatofie 

ZJTTT, ^ Umng - teb - — °»* — - verflb^n Gasen 

gegebenenfbUa unter Verwendnng von oberfBebenaktiven Mitiein, 
aiso Enruigremntien. .nd/oder Dispergieimitteln m ^ ^ ^ 

Earning von Waaaer .U Sb-eeknotie, konnen ,B. anob organiaobe Losungsnnnel aia HUfaloauoga. 
mrttel ve^ende, wernen. Ais flbssige Loaunganritte. konnnen nn weaentiieben in Frage- Aroma,! 
w.e X, H Toluo, Oder Aikvbrapb^ine, abiotic Aromafen o4er eblorier* antiacne Kobien! ' 
waaaeratoffe, wie Cbiorbenzoie, Cb.oreorv.ene Oder Metirviencblorid, aiipnatisobe KoMenwasser- 
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wie Cyotohexan Oder Paraffins, , B . Erdolnukuonen, Alkobole, wie Butane, oder Glyco! 
sowie de™, Ether und Ester , Ketooe, wie Aeetou, Meftyletbylketon, Methylisobutylketon oder 
Cyclohexenon, atak polare Ufcunganto,, wie Dimettylforroareid und Dtoethytsuifoxid, sowie 
Wasser. Mi, verflbsstaen gastormigeu Sneokntaeln oder Trageraoffen sind aotche Ftuasigkeiten 
genteel „e,ehe bei normaler Tenrperabor und unler Nonnaldruek gasfonnig stod , ,B. Aerosol- 
Tre.bgaae, wie Halogerdcohienwaaaerato* aowie Butan, P ropm> Sdekatoff uud Kohlendioxid Aia 
fee* TWgerflofle konnnen iu Frage: ,B. narurliehe Gesteins.neb,., wie KaoUue, Touerdeu, Ta!kum 
Kre.de, Quar* Anapui^ MontaoriHoni, oder Diataneeneede uud ayutueusehe Geetananehle wie 
hoehdtsperae Kieae.aaure, AJumtatanoxid und Sfflkare. Ala fes* Trageraboffe fur Grenntae konnnen 
u. Frage: zB. gebrechene uud frakdonierte naeirHohe Gestae wie Caleb, Manuor, Bin,, Sepiolith 
Dolonn, sowie synthase Granulate aus anorgauiaobeu uud organisoben Meblen sowie Granulate 
aus orgenisebem Materia! wie Sagemehl, Kokoanuesehalen, Maiskolben und Tabakaenge! Aia Enru 
Igter uud/oder sehaumerzeugende Minel konunen in Frage: zi>. niehdonogene und anioniaebe Enrul- 
ga«ore„, wie Potyoxyeftyien-Fem.ureeater, Polyo.yeutylen-Fedeikobo^er, zB. Alkylarylpolygly- 
13 oo,ether, AfcytauWe, Alkykufae, Ary lsl df„na,e sowie Biweiebydrolysate. Ais Diapergiemnl, 
konunen m Frage: z.B. Lignin-Sulfitablaugen und Methyloellulose: 

Ea kbuneu in den Formulierungen Hatatae, wie Oarboxyn,en 1 y,ceUu 1 o S e, natbruehe und s ynu,e- 
pulverige. komige Oder latexfonnige Polynreee verwende, werden, wie Oununiarabieu* 
Polyvu^laUconol, Polyvinyl sowie narurUebe Pboapholipide, wie Kepbatae und Leoiunne, md 
20 aynfcenaebePboaphoBpide. Weitere Additive konnen mineralise end vegetebile 61e seta 

Ea kdnnen Fartstoft wre anorganiscbe Pign,en te , ,B. Eiaenoxid, Ttanoxid, Ferroeyenblan und 
erganrscbe Farbstoffe, wie Alizarin-, Azo- und btaanpbutaoeyamnferbstoffe nnd SpureunBuatoffe 
w.eSe.zevonEise^Mangan.Bor.Kupfer.Kobelt.MolybdanundZuncverwendetwerden. 

Die Fonunliernugeu entbalten in, aligemeinen zwiaohen 0,1 uud 95 Gewiebtsprozent Wirksloff 
15 vorzugsweise zwischen 0,5 und 90 %. 

Die ertadungsgentfben Wirkstofle kdnnen ela solebe oder in ibren Fonuulierungen aucb in 
Mteebung run bekannten Fungiziden, Ba*ertaden, Atariziden, NennAiden oder nrsekdziden 
verwende. werden, un, so Z3. dee Wlrkungsapekbun, zn verbreirem eder Restaenzentwiekluugen 

30 IT,. ^ ™ **" **• * Wirksataceit der 

30 Musohung ist grislier ala die Wirtoamkeit de, Einzelkomponenten. 

Beta Einsalz der erflndungagenragen Verbindnngen ela Fungtade konnen die Aufwandmengen je 
naeh Applikanon innerbalb grduerer Bereiche variiert werden. 
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ErfindungsgemaB k5nnen alle Pflanzen und Pflanzenteile behandelt werden. Unter Pflanzen wer- 
den hierbei alle Pflanzen und Pflanzenpopulationen verstanden, wie erwttnschte und unerwflnschte 
Wildpflanzen oder Kulturpflanzen (einschlieBlich natilrlich vorkommender Kulturpflanzen). Kul- 
turpflanzen konnen Pflanzen sein, die durch konventionelle Ziichtungs- und Optimierungs- 
methoden oder durch biotechnologische und gentechnologische Methoden oder Kombinationen 
dieser Methoden erhalten werden konnen, einschlieBlich der transgenen Pflanzen und einschlieB- 
lich der durch Sortenschutzrechte schutzbaren oder nicht schiitzbaren Pflanzensorten. Unter Pflan- 
zenteilen sollen alle oberirdischen und unterirdischen Teile und Organe der Pflanzen, wie Spross, 
Blatt, Bliite und Wurzel verstanden werden, wobei beispielhaft Blatter, Nadeln, Stangel, Stamme, 
Bliiten, FruchtkSrper, FrOchte und Samen sowie Wurzeln, Knollen und Rhizome aufgefuhrt wer- 
den. Zu den Pflanzenteilen gehOrt auch Erntegut sowie vegetatives und generatives Vermehrungs- 
material, beispielsweise Stecklinge, Knollen, Rhizome, Ableger. und Samen. 

Die erfindungsgemaBe Behandlung der Pflanzen und Pflanzenteile mit den Wirkstoffen erfolgt 
direkt oder durch Einwirkung auf deren Umgebung, Lebensraum oder Lagerraum nach den 
iiblichen Behandlungsmethoden, z.B. durch Tauchen, Spruhen, Verdampfen, Vernebeln, Streuen, 
Aufstreichen und bei Vermehrungsmaterial, insbesondere bei Samen, weiterhin durch ein- oder 
mehrschichtiges Umhiillen. 



Die nachfolgenden Beispiele illustrieren verschiedene Aspekte der vorliegenden Erfmdung und 
sind. nicht limitierend auszulegen. 
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Beispiel 1 

Klonieru ng. Exp ression unri K^ir 



Fur d.e Kmnmnmg vo„ bzw. dKse „ Expression wwde der ORF aus genomisober DNA 

aus UsMago ^ abar ge^peztfisebe Primer ampUfiziert. Die entspreehende DNA, eta Ampii- 
.ton™ ,059 bp Lange, wurde in den Vektor pDON20, von Lsviteogen zwiscbenHonier, 1 
™end U ber Rekombinafion in den Vekter pDEST.5 (Invitrogen, kloniert. Das resumemnd. 
Plasmtd P D ES T,5_umerg,2 e„«ba« die vollsandige kodierende Setjuenz von mmga in einer N- 
tenuntalen Fusion ml, den, GST-Tag, das Bestendtei, des Vekters ist Das UmErg,2 Fusionspro- 
l u tein besitzt erne berechnete Masse von 74,5 kDa. 

Far die beterologe Expression wurde das Plasmid P DEST15_umergl2 in K coll BL21 (DB3, 
V °° TranSfcmanten «* — V-**- in 50 m, Selekoonsmedium ange- 

T T D *" ** ^ 37 ° C md -*»*-« »=» Selekfions- 

medmm (!* Medium mi, ,00 pgfau Ampicflfin) verdttnnt. Die Indukfion erfolgte be. einer 
OEW von 0,8 mrt 0,. mM IPTQ (Endkonzenteafion) bei 30°C. Nach 3 b mduktion wurden die 
Zellen geerntet und direkt aufgearbeitet. 

Der Aufacbluss erfolgte dureb Sonifizieren in Lysepuffer (100 * Tris-HCl, pH 8, 5 mM DTT 
5, nM MgCfc, 0,1 y Tliton , „ ^ ATP) naeb vorangegangener Lysozym Bebandinng (,5 Minn: 
ten, 30 C, 1 mg/m, final in Lysepuffer). Die dnreb Zen«rifi,ga«ion (15 min bei 4°C, .0 000 g) 
,0 erbaKene Cytopiasnrafi^ion wurde fiir die Aufieinigung des exprimierten Proteins verwende, 

S^ll IT,," ^ NalgenS -*» * nacb dam 

Standar^otoM des Herstellers fur Gbdatnion-Sepbarose Saulen unter Verwendnng des folgen. 

deo Laufpuffers (100 mM Tris/HCl, pH 7,5; .0 pM ATP, 5 mM MgCl, 5 mM DTT, 10 % Glyoe- 
nn) A, s Btetionspuffer wurde 50 mM Tris/HCl pH 8,0, 5 mM DTT, 5 mM MgCfc, 10 pM ATP 
/. Glycerin mi, 20 mM mduziertem Gtaamion verwendet Das gereinigte Protein wurde bei - 
80 C gelagert. Aus 250 ml KuKunnedium konnte etwa 2,5 mg losliebes Protein isoner, warden, 
das m Verfabren zum Idenfifizteren von Modubdonm der Mevalona, Kinase verwende. warden 
konnte. 
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< A ) Identifeierung von Modulatoren der M e valonat Kinase in 384-WelI-MTP in P .in P m 
gekoppelten Assay 

Zur Identifizierung von Modulatoren der Mevalonat Kinase wurden 384-Well-Mikrotiterplatten 
5 von Greiner verwendet. 

In die erste und zweite Spalte wurde die Negativ-Kontrolle pipettiert. Diese setzte sich zusammen 
aus 5 ul Losungl ( 5 % DMSO in H 2 0), 20 ul L6sung2 (100 mM Tris/HCl pH 7,5, 15 mM MgCl 2 , 
12,5 mM Glutathion, 0,25 % BSA) und 25 ul LQsung 3 (100 mM Tris/HCl pH 7,5, 15 mM MgCl 2 , 
20 mM KC1, 0,6 mM ATP, 0,8 mM PEP, 0,6 mM NADH, 20 mM DTT, 0,02 % Tween 20) mit 
10 200 mU Pyruvat Kinase, 400 mU Lactat Dehydrogenase. 

In die dritte und vierte Spalte wurde die Positiv-Kontrolle pipettiert. Diese setzte sich zusammen 
aus 5ul Losungl (5 % DMSO in H 2 0), 20 ul L6sung4 (100 mM Tris/HCl pH 7,5, 15 mM MgCl 2 , 
12,5 mM Glutathion, 0,25 % BSA, 0,1 ug Mevalonat Kinase) und 25 ul L6sung3 (100 mM 
Tris/HCl pH 7,5, 15 mM MgCl 2 , 20 mM KC1, 0,6 mM ATP, 0,8 mM PEP, 0,6 mM NADH, 20 mM 
15 DTT, 0,02 % Tween 20) mit 200 mU Pyruvat Kinase, 400 mU Lactat Dehydrogenase. 

In die verbleibenden Spalten wurde eine Priifsubstanz in einer Konzentration von 2 uM in DMSO 
vorgelegt, wobei zum Verdiinnen der Substanz H 2 0 verwendet wurde. Nach Zugabe von 20 ul 
LSsung 4 (100 rnM Tris/HCl pH 7,5, 15 mM MgCl 2 , 12,5 mM Glutathion, 0,25 % BSA, 0,1 ug 
Mevalonat Kinase) wurden zum Start der Reaktion 25 ul LQsung 3 (100 mM Tris/HCl pH 7,5, 15 
20 mM MgCl 2 , 20 mM KC1, 0,6 mM ATP, 0,8 mM PEP, 0,6 mM NADH, 20 mM DTT, 0,02 % 
Tween 20) mit 200 mU Pyruvat Kinase und 400 mU Lactat Dehydrogenase zugegeben. Es folgte 
eine Inkubation bei 25°C filr 20 Minuten. Die anschliefiende Messung erfolgte durch Bestimmung 
der Absorption bei 340 run in einem filr MTP geeigneten SPECTRAFluor Plus von Tecan. 

Beispiel 3 

25 Nachweis der fiingiziden Wirkung der identif i zierten Inhihitoren der Mevalo nat Kinase 

In die Kavitaten von Mikrotiterplatten wurde eine methanolische Losung des anhand eines erfin- 
dungsgemalJen Verfahrens identifizierten Wirkstoffs in der gewiinschten Menge, versetzt mit 
einem Emulgator, pipettiert. Nachdem das Losungsmittel abgedampft war, wurden je Kavitat 
200 ul Potatoe-Dextrose-Medium hinzugefiigt. Das Medium wurde vorher mit geeigneten Kon- 
30 zentrationen von Sporen bzw. Mycelen des zu priifenden PUzes versetzt. 

Die resultierende Konzentration des Emulgators betrug 300 ppm. 
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Die Platten wurden anschlieJJend auf einem Schuttler bei einer Temperatur von 22»C inkubiert, bis 
in der unbehandelten Kontrolle ein ausreichendes Wachstum feststellbar war. Die Auswerrung 
erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 620 nm. Aus den Messdaten der verschiedenen 
Konzentrationen wird die Wirkstoffdosis, die zu einer 50 %i gen Hemmung des Pilzwachstums 
gegenuber der unbehandelten Kontrolle fiihrt (ED 50 ), berechnet. 
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Pateotanspruche 

1. Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, dadurch gekennzeichnet, dass 



5. 



man 



10 _ ( C ) 



(a) ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase mit einer 
chemischen Verbindung oder einem Gemisch von chemischen Verbindungen unter 
Bedingungen, die die Interaction der chemischen Verbindung mit dem Polypeptid 
erlauben, in Kontakt bringt, 

(b) die Aktivitat der Mevalonat Kinase bei Abwesenheit der chemischen Verbindung 
mit der Aktivitat der Mevalonat Kinase bei Anwesenheit der chemischen Verbin- 
dung oder des Gemisches von chemischen Verbindungen vergleicht, und 

die chemische Verbindung, die die Mevalonat Kinase spezifisch mhibiert, aus- 
wahlt. 

Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man 
(a) 



15 (b) 



das bei der Reaktion der Mevalonat Kinase entstehende ADP mit Hilfe einer 
Pyruvatkinase zu ATP umsetzt, 

das dabei entstehende Pyruvat mit Hilfe einer Laktat Dehydrogenase unter NADH- 
Verbrauch zu Laktat umsetzt, und 

(c) den Verbrauch des NADHs anhand einer Absorptionsanderung verfolgt. 

3. Verfahren gemafl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Hemmung der 
enzymatischen Aktivitat anhand einer geringeren Zunahme der ADP-Konzentration 
20 bestimmt. 



man m 



Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
einem weiteren Schritt die fungizide Wirkung der identifizierten Verbindung testet, indem 
man sie mit einem Pilz in Kontakt bringt. 



Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
25 Mevalonat Kinase aus einem Pilz verwendet. 

6. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
Mavalonat Kinase aus einem pflanzenpathogenen Pilz verwendet. 
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7. Verfahren zum Bekampfen von pflanzenpathogenen Pilzen, dadurch gekennzeichnet, dass 
man einen Inhibitor einer pilzlichen Mevalonat Kinase auf den Pilz oder die vom Pilz 
befallene Pflanze einwirken lasst. 

8. Verwendung von Inhibitoren eines Polypeptids mit der Aktivitat einer Mevalonat Kinase, 
5 welche durch ein Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4 identifiziert werden, als 

Fungizide. 

9. Nukleinsaure, kodierend fur ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Mevalonat 
Kinase, dadurch gekennzeichnet, dass sie fur eine Mevalonat Kinase aus U. maydis 
kodiert. 

1.0 .. .10. Nukleinsauren aus pflanzenpathogenen Pilzen, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine 
Sequenz umfassen, die ausgewahlt ist aus: 

a) einer Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1, 

b) Sequenzen, die fur ein Polypeptid kodieren, welches die Aminosauresequenz 
gemaB SEQ ID NO: 2 umfasst und 

15 C) Sequenzen, welche eine zumindest 90 %ige IdentitSt mit den unter a) und b) defi- 

nierten Sequenzen aufweisen und fur das Sequenzmotiv [LIVM]-[PK]-x-[GSTA]- 
x(0,l)-G-tLM]-[GS]-S-S-[GSA]-[GSTAC] kodieren. 

1 1. DNA-Konstrukt umfassend eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 oder 10 und einen hete^ 
rologen Promotor. 

20 12. Vektor umfassend eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 oder 10, oder ein DNA-Konstrukt 
gemaB Anspruch 11. 



13. 



25 14. 



Vektor gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure funktionell 
mit regulatorischen Sequenzen verkntipft ist, die die Expression der Nukleinsaure in pro- 
oder eukaryotischen Zellen gewShrleisten. 

Wirtszelle enthaltend eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 oder 10, ein DNA-Konstrukt 
gemaB Anspruch 1 1 odereinen Vektor gemaB Anspruch 12 oder 13. 



15. Wirtszelle gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn eine prokaryo- 
tische oder eukaryotische Zelle handelt. 
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16. Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase, welches von einer 
Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 oder 10 kodiert wird. 

17. Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase, welches eine Amino- 
sauresequenz gemaB SEQ ID NO: 2 umfasst. 



WO 2005/003355 PCT/EP2004/006766 

- 1/5- 

H0 X>C- 0H + ATP 



Mevalonate Kinase 



OH 



HO 




Q - p roH 

OH . 



ADP 



Abbildung 1 



WO 2005/003355 



-2/5- 



PCTYEP2004/006766 



! " S cerevisiae 

^ _ _ ' S pombe 

1 
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1 

51 
1 

26 
26 
48 
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":^^ LETR ^^ O maydis 

!! !™ L ! PIRQ ^ N crassa 
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pSvESsvsaEStHll i se s s-apdtBeHde{pd3s fnHb 

T P. 1 M AVS- LF S Y CKLQTTN- -NNE ^VIVMS 
T^VM S VA- LBCY ANVS PRE — DGK 



ZhP.KIS-LB SY LLVNTLSKSKRTVT t KF PDiDFNfc 



SV^IN^syLLVTALSKSKRT^ M 



<JDFNAITED 



SWN2 



IGTERR Wl^LQS LPfi QHVT „ 
^D^tSGVlHT^SADLPWSAVP U maydi 



cerevisiae 
pombe 

s 



DELPWKIFQ N crassa 



grisea partially 

QVNSQKI^QQATDGLSQe£^SLLDPiFJa Q LS--ES FHYH0AFC S cerevisiae 

VENVQHPAS S PNL D t LQGLGEiQkNEE — NG- LIHSSMLC S poX 

~KS I QGGGAVPDS LDKTI IGAIEKWGDTVNESE RSHAPSIA U maydis 

150 QPGKKKYYYSLVT-EIDQEIVDAVQPB^DVSIDKPADIRKVhSaGS N crassa 

.QPSKKKYYYDLVT SLDPEgjMDAIQPHgjE PVS SDAPDAQRKVHMS§AAA M grisea partially 



75 
73 
95 



49 




Cf CPHAKN ^KFSQkBtI^IGAGLGS SJ4sE3vsQai&4AYLGG S cerevisiae 
TSjljsS PSQG CTLTIS S QV P^GAG LGSS.fi mS VVVAMEIllAFG S pombe 
j^CIAGQADARAQAFvEte s M PIGAGLGSS2 A^SCf0AA& TILYG U maydis 

^LSIGSQSFP-GCQYTIRSTIPIGAGLGSS^tHavCHSAAILLQLR N crassa 
"SyGSHAFP-GGIYT^TI^IGA^ M isea part±all 



166 LIGSNDLEKLSENDK---HIV@Qra 

158 NIEPESSNSLQNNKA — l»Al|feAW|§ELGECCIHGTPSG IDfc AV 
186 RIPA|e)gSELSAEHST H|I^e|wAp|lSE KVIHG TPSG VDK TV AVhIg 



247 



TLSGE HPDQPPEEARLQIER IKRWAE VYEMFIHGNPSG V DK 



146 tlsc#ipdqppdearvqvei^r|^^ 



TVS 



S cerevisiae 
S pombe 
U maydis 
N crassa 

M grisea partially 



213 *KDSHNGTINTNNFK1^D^ 

206 AERKATAH QSAMKEF I KPKDTLSVMItIot KQPKiSTB KLaIqg V FE DK- 

232 AETRAHPSNTLTANKMNKIK^ 

'297 VEQRTDYN QPPS VRpjljWD E PKLPLLLV MRTAldS5AHEiv[AK V A' 

196 V|E)QRLDYA RPPWTPMWDyPELPLLV^KQAI^Y^EI^ 



S cerevisiae 
S pombe 
:LIAH|^AAQK- U maydis 
[K- N crassa 
|R- M grisea partially 



2 63 EKFEEVMKEjl 
252 ER1ETVIDS 



pDAMGECALQGLEI^KLSKCKGTDDEAV§TNNELYEQLL 
±CDAIDGISKSAVLAIISE SDKNSS AKKLG 



S cerevisiae 
AKKLG S pombe 



281 jE]SE E TRVNA^JarIQT IADSAQLVljj GN SGLSRSiQ VAQLR U maydis 

343 KKH E QLVGTff I TAI DQVTQS SAQLIEEQ GFNTEDEE S LSKVG N crassa 

242 iTH^KIVNstljDSMDKLTQAATDVigDE DFDNEDvgs LQKVG M grisea partially 

313 BliriBSg 



9Q1 U™US^ S cerevisiae 

291 E FIVL DtoKgJJECfijGVSt YSIDRV — gjQATKS^g — W TKLTGAGGGGC TIT 

322 E LIKQNE SHL\i G tgVSii AsE3liIKNKTESFAPDQLA TKLTGAGGGGC AV 1 

3 8 5 E MMTI IStt GLLV S LGVSE PRpERVREfflVDHEi 

284 §|LMG^GkL^s|l^^ 



S pombe 
U maydis 

--WpKLTGAGGGGdsifll N crassa 
-W fTKLTGAG GGGClS Ifj M grisea partially 
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361 PRRDI^QlDSFKKKHQDDFSYETraTDlBGlBcCLLSAKNLNKDLKI S cerevisiae 

337 LI TPECKEjp EFKLCKESI LAHK-NSIYDVQ1 £ GFG VSWT0SDS - S 1121 

372 LI PDDFEEE KVKELMSE L ENAG-FKCYETRVS GDG FGVKLLQDEQE U mavdis 

433 LtovPREKLDKLEQRIDEEG-YSKFETTlgsDgvGVLWPAVLKNGMDE N crassa 
332 JtjMRPDVPR E KLERLKER L DHE ««wii*. n crassa 

° 13 M grisea partially 

411 KS LVFQLFENKTTTKQQIDDLLLPGNTNLPWTS S cerevisiae 

380 FFPQYESDFDFKKLNLLSKFNKYYI | To^l 

417 — E AEAKLRFKEANVSNELAVWADELAGWVFA. n mavdls 

482 DEEGGMEIDLEKFLSADSNEALEKLVGVHGDRGEREGWKFWRVENRD N crassa 

M grisea partially 
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<110> Bayer CropScience AG 



<120> Verfahren zum Identif izieren von 

Verbxndungen basierend auf Mevalonat Kinasen aus 

<130> BCS 03-3035 

<160> 2 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 1341 

<212> DNA 

<213> Ustilago maydis 
<220> 



<221> CDS 

<222> (1)..(1341) 

<223> 

<400> 1 

atg aac cgt gca agg etc gag acc cgc ggc ggt 

Met Asn Arg Ala Arg Leu Glu Thr Arg Gly Gly Glu 
1 5 10 

teg get cag gat cac ccg ccg ccg teg teg gtg 
96 

Ser Ala Gin Asp His Pro Pro Pro Ser Ser Val Val 
20 25 

144 gtg at ° Ctt ttC ggt gag cac gca 3*9 

Gly Lys Val He Leu Phe Gly Glu His Ala Val Val 
35 40 

get gtc gee gee teg gtg gcg ctg cga tgc tac 
192 

Ala Val Ala Ala Ser Val Ala Leu Arg Cys Tyr Ala 
50 55 ~ 60 

cga gag gat ggc aag att teg etc gat ttg cct 

Arg Glu Asp Gly Lys He Ser Leu Asp Leu Pro Asp 
65 70 75 

cac act tgg aac ate gec gat ctt cct tgg tct 
288 

His Thr Trp Asn He Ala Asp Leu Pro Trp Ser Ala 
85 90 

att caa ggt ggt ggc gee gta cct gac teg etc 
336 

He Gin Gly Gly Gly Ala Val Pro Asp Ser Leu Asp 



fungizid wirksamen 
Pilzen 



gaa " ggg gaa cct cgc 

Gly Glu Pro Arg 
15 

gtt gtc agt gcg cct 

Val Ser Ala Pro 
30 

gtg cat ggt att act 

His Gly He Thr 
45 

get aac gta teg cca 
Asn Val Ser Pro 



gat etc ggc gtg ate 

Leu Gly Val He 
80 

get gtg cct aaa tec 

Val Pro Lys Ser 
95 

gac aag acg ctt att 
Lys Thr Leu He 
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100 105 HO 

ggc gcc ate gaa aag gtg gtg ggc gac acg gtc aac gag age gaa aga 
384 

Gly Ala He Glu Lys Val Val Gly Asp Thr Val Asn Glu Ser Glu Arg 
115 120 125 

432 ° tg 9t9 Ctt taC atg tg ° 3tC gCC 

Ser His Ala Ala Ser He Ala Phe Leu Val Leu Tyr Met Cys He Ala 
130 135 140 

480 gat ° 9C 9Ct Cag 903 tt:t 9tg Ctg Cgt tCg gCt ° tg 

Gly Gin Ala Asp Ala Arg Ala Gin Ala Phe Val Leu Arg Ser Ala Leu 
145 150 155 ^ 160 

ccc ate ggt gca gga etc ggc tea age gcc gcg etc age teg tgc etc 
528 " 
Pro He Gly Ala Gly Leu Gly Ser Ser Ala Ala Leu Ser Ser Cys Leu 
165 170 175 

get gcg gcg etc acc ate etc tat ggt cgc att ccc get ccg ggc age- 
57 6 

Ala Ala Ala Leu Thr He Leu Tyr Gly Arg lie Pro Ala Pro Gly Ser 

180 185 190 

gaa ctg tea get gag cac teg aca cac ate aac gaa tgg gcc ttt ttg 
624 

Glu Leu Ser Ala Glu His Ser Thr His lie Asn Glu Trp Ala Phe Leu 
195 200 205 

tct gaa aag gta att cac ggc acc ccc teg ggt gtt gac aac acg gtg 
672 

Ser Glu Lys Val- He His Gly Thr Pro Ser Gly Val Asp Asn Thr Val 
210 215 220 

720 gtt 9gC 9Cg gCt ttC Cgt 9Ct CaC ° Ca agC aa ° 

Ala Val His Gly Gly Ala He Ala Phe Thr Arg Ala His Pro Ser Asn 
225 230 235 240 

acg etc aca gcc aac aag atg aac aag etc aaa ggc ttc tct teg ttc 
7 68 

Thr Leu Thr Ala Asn Lys Met Asn Lys Leu Lys Gly Phe Ser Ser Phe 
245 250 ~ 255 

cgt ttc etc etc gtc gac age tgc gtc ggc cgc gag ggc aag aag ctg 
816 

Arg Phe Leu Leu Val Asp Ser Cys Val Gly Arg Glu Gly Lys Lys Leu 
260 265 270 

ate get cac gtt gca get cag aag gaa tec gag ccg act cgt gtc aat 
864 

He Ala His Val Ala Ala Gin Lys Glu Ser Glu Pro Thr Arg Val Asn 
275 280 285 

912 ° ga Cag at ° 9CC gat tCg 9CC Cag Ct ° 9tg 

Ala Ala Leu Ala Arg He Gin Thr He Ala Asp Ser Ala Gin Leu Val 
290 295 300 

etc act ggc aac teg ggt etc tct cgc tec gag caa gtt gca cag ctt 
960 

Leu Thr Gly Asn Ser Gly Leu Ser Arg Ser Glu Gin Val Ala Gin Leu 



gag 
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305 310 ^-ic 

1U 315 320 

cg^g.a ctg ate aag cag aac cat age gaa ctt gtt ggg etc gag gta 

Arg Glu Leu He Lys Gin Asn His Ser Glu Leu Val Gly Leu Glu Val 

325 33 0 335 

tcg_cac get teg ctg gag ttg ate aag aac aag ace gag teg ttt gea 

Ser His Ala Ser Leu Glu Leu He Lys Asn Lys Thr Glu Ser Phe Ala 

3 45 350 

ce^gat cag ctg get act aag etc aea ggt gee gga gga gga gga tgt 

Pre Asp Gin Leu Ala Thr Lys Leu Thr Gly Ala Gly Gly Gly Gly Cys 
000 360 365 

ll?2 9tt Ct9 Ctg CCg 930 gaC tfct ^ag gag gag aag gtg aag 

Ala Val Thr Leu Leu Pre Asp Asp Phe Glu Glu Glu Lys Val Lys Glu 

J75 380 

?200 at9 939 Ctg 939 aat 9Ct *gc "t aag tge tac gag ace aga 

Leu Met Ser Glu Leu Glu Asn Ala Gly Phe Lys Cys Tyr Glu Thr Arg 

395 400 

fife" 3 ^ ^ ttC gg ° gtG aa * ct t ctg cag gae gaa cag gag 

Val Gly Gly Asp Gly Phe Gly Val Lys Leu Leu Gin Asp Glu Gin Glu 
• 40b 410 415 

g«g_,cc gag gee aag ctg cga ttc aag gaa gee aac gtg age aac gag 

Glu Ala Glu Ala Lys Leu Arg Phe Lys Glu Ala Asn Val Ser Asn Glu 

° 425 430 

ctg^gct gtg tgg get gat gag ctt get ggt tgg gta ttt gec tga 

Leu Ala Val Trp Ala Asp Glu Leu Ala Gly Trp Val Phe Ala 

440 445 

<210> 2 
<211> 446 
<212> PRT 

<213> Ustilago maydis 
<400> 2 

Met Asn Arg Ala Arg Leu Glu Thr Arg Gly Gly Glu Gly Glu Pro Arg 
5 10 15 

Ser Ala Gin Asp His Pro Pro Pro Ser Ser Val Val Val Ser Ala Pro 
20 25 30 

Gly Lys Val He Leu Phe Gly Glu His Ala Val Val His Gly He • Thr 
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Ala Val Ala Ala Ser Val Ala Leu Arg Cys Tyr Ala Asn Val Ser Pro 
50 55 60 



Arg Glu Asp Gly Lys lie Ser Leu Asp Leu Pro Asp Leu Gly Val He 



70 



75 



80 



His Thr Trp Asn He Ala Asp Leu Pro Trp Ser Ala Val Pro Lys Ser 

85 90 95 

He Gin Gly Gly Gly Ala Val Pro Asp Ser Leu Asp Lys Thr Leu He 

1Q 0 105 no 



Gly Ala lie Glu Lys Val Val Gly Asp Thr Val Asn Glu Ser Glu Arg 



120 



125 



Ser His Ala Ala Ser He Ala Phe Leu Val Leu Tyr Met Cys He Ale 
130 135 140 



Gly Gin Ala Asp Ala Arg Ala Gin Ala Phe Val Leu Arg Ser Ala Leu 
145 150 k; ~ 



155 



160 



Pro He Gly Ala Gly Leu Gly Ser Ser Ala Ala Leu Ser Ser Cys Leu 
165 170 175 



Ala Ala Ala Leu Thr He Leu Tyr Gly Arg He Pro Ala Pro Gly Ser 
180 185 



190 



Glu Leu Ser Ala Glu His Ser Thr His He Asn Glu Trp Ala Phe Leu 
195 200 205 

Ser Glu Lys Val He His Gly Thr Pro Ser Gly Val Asp Asn Thr Val 
210 215' 220 

Ala Val His Gly Gly Ala He Ala Phe Thr Arg Ala His Pro Ser Asn 
225 23 0 235 240 

Thr Leu Thr Ala Asn Lys Met Asn Lys Leu Lys Gly Phe Ser Ser Phe 
245 250 255 

Arg Phe Leu Leu Val Asp Ser Cys Val Gly Arg Glu Gly Lys Lys Leu 
260 265 270 

He Ala His Val Ala Ala Gin Lys Glu Ser Glu Pro Thr Arg Val Asn 
275 280 285 



Ala Ala Leu Ala Arg He Gin Thr lie Ala Asp Ser Ala Gin Leu Val 
290 295 300 
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Leu Thr Gly Asn Ser Gly Leu Ser Arg Ser Glu Gin Val Ala Gin Leu 
305 310 315 320 

Arg Glu Leu lie Lys Gin Asn His Ser Glu Leu Val Gly Leu Glu Val 
325 330 335 

Ser His Ala Ser Leu Glu Leu lie Lys Asn Lys Thr Glu Ser Phe Ala 
340 345 350 

Pro Asp Gin Leu Ala Thr Lys Leu Thr Gly Ala Gly Gly Gly Gly Cys 
355 360 365 

Ala Val Thr Leu Leu Pro Asp Asp Phe Glu Glu Glu Lys Val Lys Glu 
J70 ' 375 380 



Leu Met Ser Glu Leu Glu Asn Ala Gly Phe Lys Cys Tyr Glu Thr Arg 

385 390 395 . ... 

Val Gly Gly Asp Gly Phe Gly Val Lys Leu Leu Gin Asp Glu Gin Glu 
405 410 415 

Glu Ala Glu Ala Lys Leu Arg Phe Lys Glu Ala Asn Val Ser Asn Glu 
420 425 43 0 



Leu Ala Val Trp Ala Asp Glu Leu Ala Gly Trp Val Phe Ala 
435 440 " 445 



